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 多 く の 哺乳 動 物 にお い て 、未 成 熟 卵子 の 体 外成 熟 培 養 (in vitro maturation: IVM)
によ る 成 熟率 は 8 0 - 9 0 %と 高 い (ヒト :Cot icch io  e t  a l . ,  2012 ;  マウス :Fu lka  e t  a l . ,  
1995 ;  ウシ :Rodr igues -Cunha  e t  a l . ,  2016 ;  ブタ :Coy e t  a l . ,  1999 )。一 方 、 イヌ 卵 子 の
I V M に よ る 成熟 率 は 0 - 2 0 %と低 い ま ま であ る (Chas tan t -Mai l la rd  S  e t  a l . ,  2011;  
Chebrout  M e t  a l . ,  2009)。 Insu l in  l ike  g rowth  fac tor -1  ( IG F-1)が 卵子 の 成 熟を 促 進 す
る効 果 に つい て 、マウ ス (Kiapekou  e t  a l . ,  2005 )、ウ シ (Her r l e r  e t  a l . ,  1992)およ び ブ
タ (Xia  e t  a l . ,  1994)に おい て 報 告さ れ て いる 。 さ らに イ ヌ にお い て 、卵 胞 の 発育
と並 行 し て、 血 中 I G F - 1 濃度 が 上 昇す るこ と が 報告 さ れ てい る (Reynaud  e t  a l . ,  
2010)。 よ っ て 、 イ ヌ 卵 子 の 成 熟 に I G F - 1 が 関 与 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。
そこ で 本 研究 で は 、イ ヌ 卵 子の 成 熟 に及 ぼ す I G F - 1 の 影響 に つ いて 検 討 した 。  
 第 1 章 では こ れ ま での イ ヌ 卵子 の I V M に 関 す る研 究 の 経緯 と 、本 研 究 で I G F - 1
に着 目 し た背 景 に つい て 整 理し た 。  
第 2 章 に おい て 、 イヌ 卵 子の IVM に おけ る IGF-1 の 成 熟 促進 効 果 につ い て 検
討し た 。 イヌ 未 成 熟卵 子 を 種々 の 濃 度 の IG F-1 を添 加 し た培 養 液 で培 養 し た結
果、 第 二 減数 分 裂 中期 (metaphase  II :  MII)の 割合 が 、 50  µg/ml IGF-1 添加 区 に お い
て有 意 に 高か っ た 。そ こ で 次に 、 IG F-1 が成 長 因 子と し て 機能 し て いる こ と を
確認 す る ため 、 IVM 前後 の 卵 子お よ び卵 丘 細 胞に お け る イ ン ス リン レ セ プタ ー
( INSR)、 IGF-1 レ セ プタ ー ( IGF-1R)お よ び IGF-2 レ セプ タ ー ( IGF-2R)の 遺伝 子 発 現
を調 べ た 。そ の 結 果 、IVM 後の 卵 丘 細胞 にお け る IGF-1R が 有意 に 上 昇し 、IG F-2R
が上 昇 す る傾 向 に あっ た 。 IGF-1 は IGF-1R ま たは IGF-2R に結 合 し た後 、
Phosphoinos i t ide 3 -k inase  (P I3K)/Akt および Ras/Mitogen -ac t iva ted  Protein  Kinase  
(MAPK)経路 を 活 性 化す る (Murphy and Hu,  2013 )。こ の うち PI3K/Akt 経 路 は 、細 胞
内で Phospha tase and tens in  homolog  (PTEN)により抑制されている。そこで、PTEN の阻
害剤である bisperoxovanadium (bpV)を培養液中に添加することで、 IGF-1 との相乗効果に
より PI3K/Akt 経路 を 活性 化 し、減 数 分裂 を促 進 で きる の で はな い か と考 え 、IGF-1
を含 む 培 養液 中 に bpV を種 々の 濃 度 で 添加 し た。し か し なが ら 、卵 子 の 成 熟を
促進 す る 効果 は 見 られ な か った 。 以 上、 第 2 章の 結 果 より 、 培 養液 中 に 至適 濃
度で 添 加 され た IGF-1 は 、成 熟 培 養途 中 の 卵 丘 細胞 で 発 現が 増 加 する IG F-1R ま
たは IG F-2R を介 し て、 イ ヌ 卵 子 の MII へ の 成 熟 を 促 進 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
bpV によ り IGF-1 に よる 成 熟 促進 効 果 をさ ら に 高め ることはできなかったため、
イヌ卵子の成熟には Ras/MAPK 経路がより強く関与している可能性が示唆された。  
第 3 章 に おい て 、イ ヌ卵 子 は 生体 内 で 高プ ロ ジ ェス テ ロ ン ( P )濃 度 下 で成 熟 す
るこ と か ら ( F a h i m i n i y a  e t  a l . ,  2 0 1 0 )、 イ ヌ卵 子 の 成熟 に お ける P の 役割 を 解 明
する こ と を目 的 に 、 I G F - 1 が 卵 丘細 胞 にお け る P 産生 に 及ぼ す 影 響な ら び に培
養液 中 に 産生 さ れ た P が卵 子に 及 ぼ す影 響 に つい て 検 討し た 。そ の 結 果 、発 情
休止 期 に おい て は 、 I G F - 1 添 加 区 にお い て 、ミ ト コ ンド リ ア ( M I T )内に コ レ ステ
ロー ル ( C H O )を 取 り 込む S t A R の発 現 が 有意 に 高 く、 プ レ グネ ノ ロ ン ( P R G )か ら
P へ変換 す る酵 素 で ある H S D 3 B 2 の 発 現が 高 い 傾向 に あ り、 卵 子 の変 性 率 が有
意に 低 か った 。発情 前期 に お いて 、C H O か ら P R G へ 変 換 す る酵 素 で あ る C Y P 11 A
の発 現 お よび 卵 子 の M I I 期 率 が I G F - 1 添 加区 に お いて 高 い傾 向 を 示し た 。 発情
後期 に お いて 、 I G F - 1 添加 区 に お け る H S D 3 B 2 の 発 現が 高 い傾 向 を 示し 、 減 数
分裂 再 開 率が 有 意 に高 か っ た。 以 上 、第 3 章 の結 果 よ り、 I G F - 1 は 発情 休 止期
にお い て M I T 内 へ の C H O の取 り 込み に寄 与 し 、 P R G から P への 変換 を 促 し、
分泌 さ れた P が 卵 子の 変 性 を抑 制 し た可 能 性 が示 唆 さ れた 。 ま た、 I G F - 1 は、
発情 前 期 にお け る C H O の P R G への変 換を 促 進 し 、発情 後 期に お ける P R G か ら
P への合 成 を促 進 し 、減 数 分 裂の 進 行 を促 し た 可能 性 が 示唆 さ れ た。  
第 4 章 に おい て 、 イヌ の 肥 満 と 血 中 I G F - 1 濃度 お よ び 繁 殖能 力 に 及ぼ す 影 響
を明 ら か にす る こ とを 目 的 に、 血 中 I G F - 1 およ び 関 連物 質濃 度 と イヌ の 体 重な
らび に 卵 子成 熟 の 関係 に つ いて 検 討 した 。 そ の結 果 、 血中 グ ル コー ス ( G L U )濃
度と 体 重 の有 意 な 相関 は 見 られ な か った 。その 一 方、高 濃度 に G L U を 含 む 培養
液中 で イ ヌ卵 子 を 培養 し た 際に 、 減 数分 裂 再 開率 が 有 意に 低 く 、変 性 率 が有 意
に高 か っ た。 さ ら に、 体 重 と血 中 I G F - 1 濃度 に 有 意な 負 の相 関 が 見ら れ た 。 以
上、第 4 章の 結 果 よ り、イ ヌ にお い て 、食事 量 の 増加 な ど によ る 血中 G L U 濃 度
の上 昇 に よる 一 定 時間 以 上 の卵 胞 液 中の G L U 濃 度 の 上 昇や 、体 重 増 加に よ る血
中 I G F - 1 濃 度の 低 下に よ り 、卵 子 の 成熟 能 が 低下 す る 可能 性 が 示唆 さ れ た。  
 以 上 、 本研 究 に より 、 I G F - 1 は卵 丘 細胞 に 存 在す る I G F - 1 R また は I G F - 2 R を
介し た 直 接的 作 用 、なら び に 卵丘 細 胞か ら の P 分泌 を 刺激 す る こと に よ る間 接
的作 用 に より 、 イ ヌ卵 子 の 成熟 を 促 進す る こ とが 明 ら かと な っ た。 ま た 、イ ヌ
生体 に お いて は 、 肥満 に 伴 い血 中 I G F - 1 濃度 が 減 少し 、 繁殖 能 が 低下 す る 可能
性が 示 唆 され た 。今 後 、I G F - 1 に 着 目 し た卵 子 成 熟 機 序 の さら な る 解明 に よ り、
イヌ 卵 子 の成 熟 培 養技 術 の 確立 や 育 種・繁 殖の 効 率 化が 進む こ と が期 待 さ れる 。 
